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論 文 内 容 要 旨
本研究 は,市 販消化酵素剤中に含まれるリパーゼの性状を調べ,消 化酵素製剤としての有用性
を確認す ることを目的 として行 った。特にこれらの中では膵臓由来の リパ ーゼより広範囲のpH
で作用 し,し かも安定性の良い1謝zop誌 ノαρoπεα偲(E.ノ αρoη`α紛NR400株 の産生するリパー
ゼに注目し,こ れを分離精製 してその生化学的性状を明らかにすると共に,同 株の産生す る他の
リパーゼの性状を検討 した。
リパーゼは自然界に広 く分布 し,グ ルセロ・「ルエステルを加水分解 して脂肪酸を遊離する反応
を触媒することが知 られている。膵液中の リベーゼは1856年 にBemardに よって見いだされたが,
食物から摂取 される脂質の大部分を占めるトリアシルグリセロールは,膵 リパーゼの作用 によっ
て加水分解されて脂肪酸 とモノアシールグリセロールとなって消化管より吸収される。
消化機能低下時には各種の消化酵素剤が投与されるが,脂 質水解酵素としては膵臓由来のリパー
ゼ以外に各種の微生物を起源とする耐酸性の リパーゼが用 いられている。すなわち,市 販製剤で
は微生物由来の リパーゼは胃溶性製剤 として,ま た胃酸によって失活する膵臓由来の リパ ーゼは
腸溶性製剤 とすることによって,消 化管の広範囲なpH領 域において リパーゼ活性 が持続するよ
う工夫されている。
また,蛋 白質の精製技術が著 しく進歩 し,種 々の リパーゼも高度に精製 され,そ の性状が明 ら
かにされるようになった。福本 らはクロカ ビ、45pθ卿 砒sπ ゴgθrが産生 する リパーゼの精製を行
い,単 一蛋白質の結晶として単離 した。これは数あるリパーゼの中で初めての単離例と云われて
いる。
Rん`20p粥属由来 のリパーゼにっいては,立 岡らやAisakaら などにより研究 されている。 これ
らの報告はいずれ も培養ろ液中に分泌される菌体外 リパーゼにっいて行われたものであるが,製
剤中に含有されるR.ノ¢ρoπ`c認NR400産 生の リパーゼは菌体内 リパ ーゼであ り,菌 体内 リパー
ゼを精製単離 した報告は見あたらない。また,リ パ ーゼ研究に使用される試料 は,医 薬用 レベル
のものが用い られたり,配 合成分混在のまま検討 されている場合が多 く,そ の本来の性状 にっい
て不詳な点が多く残 されている。
第1章 では,R.ノqρoπ`cαsNR400の 産生する菌体内 リパーゼの単離精製を行い,そ の一般的
性状を明らかに した。すなわち,R.ノαρoπ`o酪NR400菌 体よりアルカリ抽出した粗酵素をhydr6x
yl-apa七i七e,Octyl-Sephar6se4Bお よびSephacrylS-200Superfineの カラムクロマトグラフィー
に付 し,30%の 収率で比活性が100倍上昇 したリパーゼ標品を得た。本標品 はSDS-PAGEで 単
一のバン ドを示 し,そ の分子量は約30,000と 推定された。SephacrylS-200Superfineを 用いたゲ




,本 酵素の熱安定性を調べたところ,50℃30分 の保温では安定であるが,55℃30分 の処理
をすると残存活性は50%に 低下 し,60℃30分 の処理ではほぼ完全に失活 した。 しか し,オ リブ油
(基質)存 在下では熱に対 し安定化され,64℃30分 の処理によって も50%の 残存活性が認め られ
た。さらに,本 酵素はカルシウムイオンや鉄イオン(1mM)の 影響 を受 けないこと,胆 汁酸塩
あるいはアルブミンの添加によりその比活性が若干上昇することが確認された。
第2章 では,E,ノ βρoπ初8NR400よ り精製 したリパーゼがどのような鎖長および不飽和度 の
脂肪酸に作用するかを検討 した結果,ト リカプリリンに対 し最 も高い活性を示 し,ま た,ト リパ
ル ミチンや トリステアリンのような飽和型よりも,ト リオレインのような不飽和型の基質に対 し
て高い活性を示 した。一般に膵臓由来の リパ ーゼは1,3位 結合に特異的に作用 し,2位 結合に
は殆ど作用 しないことが知 られている。
一方 ,微 生物 由来 リパ ーゼの中 にはPθ花`c`JZ諭πcッclopεμ肌産生 の リパ ーゼやGθo`r`oん㎜
cαπd`伽m産 生 リパーゼのように位置特異性を示さずすべてのエステル結合を加水分解するリパー
ゼが報告されている。本酵素の位置特異性を明かにす るために1,3位 に飽和酸を2位 に不飽和
酸を結合する1,3-dimyrist。y1-2-o王eoylglyceroiと1,3位 に不飽和酸を,2位 に飽和酸を結合す
る1-3-dioleoyl-2-myristoylglycerolの2種 類の トリアシルグリセロールを基質としてその反応性
を比較 した。その結果,本 リパーゼはトリアシルグリセロールの1,3位 結合に特異的に作用す
ることが判明 した。
第3章 では精製単離 した酵素標品か ら,家 兎を用いてその特異抗体(lgG画 分)を 作製 し,免
疫滴定法 によってR.ノqρoπ6αおNR400が 産生するリパーゼの挙動を検討 した。すなわち,精 製
酵素標品では100%活 性が消失 したが,上 記特異抗体 と粗酵素抽出液を反応 させたのち遠心上清
の残存酵素活性を測定 した結果,約80%の 活性が消失 したものの,残 りの約20%の 活性は特異抗
体量を増 しても変動せず,そ の活性は精製 した酵素 とは異なるリパーゼによるものと推定される。
次に本酵素の性状をすでに報告されているR.ノqρoπεωsKY521産 生の菌体外 リパ ーゼの性状
と比較 したところ,種 々の点で相違が認められた。そ こでR.ノ αρoπ`α5sNR400の 培養 を行い,
培養ろ液中に存在する菌体外 リパーゼについて検討を加えた。
まず,菌 体内 リパーゼの特異抗体を用い,本 菌体が培養ろ液中に産生する菌体外 リパーゼに対
する反応性を調べ,菌 体内 リパーゼの性状 との比較を行 った。その結果,ろ 液中には菌体内リパー
ゼの特異抗体 と免疫化学的に交差 しない活性が全活性の約60%を 占めることが判明 した。この菌
体外 リパ ーゼの至適pHは4～'5付 近に認あられた。また,二 価鉄イオンの影響を検討 したとこ
ろ,僅 かながら活性の上昇が認められた。熱安定性にっいてはpH7.2で50℃ に15分保温後の残存
活性 は75%で あった。以上の結果か ら,ろ 液中の菌体外 リパ ーゼはKY521由 来の菌体外 リパ ー
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ゼとは至適pH,鉄 イオ ンの影響,熱 安定性が異なっていた。また,ろ 液中の菌体外 リパーゼは リ
パーゼ活性が酸性から中性まで広範囲に認められ,熱 安定性 もかなりすぐれており,酵 素製剤 と
して適 した性状を有 していると考え られる。
従来,金 属イオとが リパーゼ活性を促進または阻害することが報告されており,消 化酵素剤投
与時にしば しば鉄剤を併用する場合があるので,第4章 では微生物由来のリパーゼを含有する胃
溶成分の リパーゼ活性に対す る鉄イオンの影響 を検討 した。いずれの試料 も鉄イオ ンによる阻害
作用 は認められなかったが,一 部の消化酵素剤では特定の条件で リパーゼ活性が促進された。ま
た,ろ 液中の菌体外 リパーゼおよび菌体内 リベーゼを含有す る製剤の各種pHに よる影響を検討
した。菌体外 リパーゼはpH3～8の 間で希釈直後はいずれのpHに おいても高い活性を示 したが,
24時間後にはpH3.0に 放置 した場合のみ活性は低下 し,他 のpHで は活性 が保持 されていた。菌
体内 リパーゼ製剤はいずれのpHに おいて も24時間後の活性は低下したが,特 にpH3.0,8.0に おい
て低下は著 しか った。
結 論
1.R.ノ αρoπ`c認NR400の 産生する菌体内 リパーゼを精製 し,SDS-PAGEで 単一バンドを与え
る標品を得た。このものは分子量約30,000の 単量体で触媒作用を発揮することをゲルろ過法に
より確認 した。
2.本 酵素の一般的性状を検討 した結果,R.ノ ¢ρoπゴ側sKY521株 由来 の菌体外 リパ ーゼとは熱
安定性,至 適pH,鉄 イオンの影響等で大 きく異なることを明 らかにした。
3.本 精製酵素は トリカプリリンに最 もよく作用 し,ま た,1,3位 のエステル結合 に優先的 に
作用 して2一 モノアシルグリセロールを生成させることを確認 した。
4.精 製酵素を家兎に免疫 しその特異抗体を得た。この特異抗体を用いてE.ノ αρoπ`α循NR400
菌体中り全 リパーゼ活性を滴定 したところ,20%の 活性が残った。
5.培 養ろ液中の全 リパーゼ活性(菌 体外 リパーゼ)は 抗菌体内 リパーゼ特異抗体 と反応 させて
もなお60%の 活性が残 った。したがってこの菌体外 リパーゼは精製 した菌体 リパーゼとは性質
が異なっている。
6,E.ノ ¢ρoπ`o鵬NR400菌 体中および菌体外 リパ ーゼはいずれもKY521株 由来の菌体外 リパー




審 査 結 果 の 要 旨
消化機能を改善するため,種 々の消化酵素製剤が利用されているが,こ れらのうちその成分 と
なる酵素の性質が明 らかにされている例 は少ない。本論文は,現 在酵素製剤 として用 いられ る機
会の多いRhizopusjaponicusNR400株 に由来する製剤に注目 し,そ の主成分 と考えられるリパー
ゼを分離精製 し,'生化学的諸性質を明 らかにすることにより,応 用性 と品質を調べることを目的
とした研究である。一般に微生物由来の リパーゼは菌体内および菌体外 リパーゼの2種 類に分類
されるが,特 に製剤中の活性に寄与することの大きい菌体内 リパーゼにっいて嫉その研究がなく,
本研究の結果からはじめて下記の諸性質が明らかとなった。
まず菌体内 リパーゼを種々のクロマ トグラフィーにより精製すると,蛋 白質化学的に単一な成
分として得 られ,そ の分子量は約30,000で あることが確認された。本酵素はカルシウムイオンや






本抗体 と反応することが判 り,分 離精製 した酵素が製剤中の酵素活性の主役を務めていることが
明 らかにされた。またこの抗体 と菌体外酵素 との反応性は低 く,菌 体内,菌 体外のそれぞれの酵
素は性質が異なるものと考えられた。
更に製剤中のリパーゼの安定性を調べ ると,菌 体内,菌 体外 リパーゼのいずれ も,比 較的熱や
金属イオ ンに対 して安定であり,こ の製剤 は品質管理上優れた性質を持 っていることが明 らか と
なった。
以上本論文は,市 販消化剤中の有効成分を生化学的に明 らかにしたはじめての研究であ り,ま
た精製酵素の性質や特異抗体の利用によって製剤の品質を解析する新知見を含むものであ り,学
位論文 としての価値を有するものであることを認める。
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